




















































































万 t）、アルゼンチン（4,623 万 t）、中国（1,555
万 t）、インド（905 万 t）、パラグアイ（681


























が注 1 、日本では概ね 2 ～ 8 割に分布し、平






























































工業的なアンモニア合成の道を開いたハーバー・ボッシュ法では、「200 気圧」「500℃」「四酸化三鉄 Fe3O4 を主成
分とした触媒」の条件下、内側が炭素をほとんど含まない軟鋼、外側は炭素を多く含む硬鋼からなる二重鋼管で作
られた反応塔の中で、窒素ガスと水素ガスからアンモニアが合成される。Current Opinion in Biotechnology 26：19 
（2014）を元に作図。
注 2　Frissel（1977）によると、NH3 1kg の熱力学的エネルギーは 24 MJ、化学工業では NH3 1kg の合成に要するエネルギー





ために 16 分子の ATP のエネルギー、8 個の










N2 + 8e- + 8H
+ + 16ATP 











































し、1 粒の根粒から抽出した DNA を CAPS




















を PCR 増幅し、クローニングした。PCR ク
ローンの DNA 配列を CLUSTALW による
分子系統解析に供した結果、根粒で働いてい
るnifH 遺伝子の DNA 配列は、B. japonicum
のnifH DNA 配列もしくはB. elkanii のnifH 
DNA 配列に帰属した（図 2）。この帰属解
析の結果から、丹波黒大豆の根粒には B. 
japonicum とB. elkanii の 2 種が共生してい
ると結論づけた。
　丹波黒大豆の根粒に共生している根粒菌か
ら取得した DNA 情報を元に、B. japonicum
















96 個の根粒を採取し、1 粒ずつ、CAPS 法で
図２　丹波黒根粒 DNA 中のnifH DNA の塩基配列に対する CLUSTALW 解析。丹波黒大豆根粒（2g）から抽
出した DNA を鋳型にして、縮合 PCR プライマーを用いて PCR 増幅したnifH 遺伝子の部分 DNA をクローニ
ングした注 4。解読した PCR クローンの塩基配列と、図中に示した窒素固定微生物のnifH DNA の塩基配列を
CLUSTALWに供し、分子系統樹を作成した。取得した21個のPCRクローンのnifH DNAの塩基配列のうち、クロー
ン 13 個の塩基配列はB. japonicum に帰属し、クローン８個の塩基配列はB. elkanii に帰属した（11）。
注 4　PCR 酵素は ExTaq ポリメラーゼ HS（Takara バイオ）を用いた。縮合プライマーは nifH タンパク質に保存されている
アミノ酸配列を元に設計した 5' -TA（T/C）GG（A/C/G/T）AA（A/G）GG（A/C/G/T） GGIAT（A/C/G/T）GGIA-
3' と 5' -（A/G/T）AT（A/G）TT（A/G）TTIGC（A/C/G/T）GC（A/C/G/T） GC（A/G）TA-3' を用いた。反応組成




DNA 鑑定した結果、B. japonicum が共生し
ている根粒が 83 個、B. elkanii が共生してい
る根粒は 13 個であった。大学圃場で栽培し
た丹波黒大豆根粒に共生した根粒菌の群集構
造は、B. japonicum が優占種（占有率 86％）





花盛期にある 6 個体から採取した計 123 個を
DNA 鑑定した結果、B. japonicum が共生し
ている根粒数が 120 個、B. elkanii が共生し
ている根粒数は 3 個であった。センター圃場
で栽培した丹波黒大豆根粒の群集構造は、B. 
japonicum が優占種（占有率 98％）であり、B. 












図３　CAPS 法によるB. japonicum とB. elkanii の識別。（A）B. japonicum とB. elkanii のnifH 遺伝子の部分 DNA（380bp）
の制限酵素地図。B. japonicum の場合、Xho ⅠとXba Ⅰで切断されるが、Sph Ⅰで切断されない。一方、B. elkanii  の場合、
Xho ⅠとSph Ⅰで切断されるが、Xba Ⅰで切断されない。（B）B. japonicum とB. elkanii の CAPS 法による DNA 鑑定イ
メージ。（C）根粒に共生している根粒菌の CAPS 法による DNA 解析の例。１粒の根粒から抽出した DNA からnifH 遺伝
子の部分 DNA 領域を PCR 増幅した注 5。PCR 増幅物の無処理試料、同Xho Ⅰ消化処理試料、同Xba Ⅰ消化処理試料、同
Sph Ⅰ消化処理試料を 8% アクリルアミドゲル電気泳動で分離した後、エチジウムブロマイド染色し、PCR 産物の切断パター
ンの違い（制限酵素切断部位の有無）を可視化した。根粒 #1 に含まれるnifH DNA は、Xho ⅠとXba Ⅰで切断されるが、
Sph Ⅰで切断されなかったため、共生根粒菌はB .japonicum であると鑑定される。根粒 #２に含まれるnifH DNA は、Xho
ⅠとSph Ⅰで切断されるが、Xba Ⅰで切断されなかったため、共生根粒菌はB. elkanii と鑑定される。
注 5　PCR 酵素は ExTaq ポリメラーゼ HS（Takara バイオ）を用いた。CAPS 用プライマーは 5' -AAGCCACC（A/G）
CAAAC （A/C）AC-3' と 5' -TGGC（A/C）GAGATGGGTCAG-3' を用いた。反応組成は市販酵素に添付の条件に従い、
PCR は 98℃・1 秒→ [98℃・10 秒→ 55℃・30 秒→ 72℃・1 分 ] 40 サイクル→ 72℃・1 分で行った。



























　B. elkanii は、20 年ほど前にB. japonicum
か ら 独 立 し て 別 種 と な っ た た め、B. 
japonicum 共生根粒とB. elkanii 共生根粒を
区別した比較研究は始まったばかりであり




















し、根圏土壌 DNA に含まれる 16S rRNA 遺
伝子の部分 DNA（約 200 塩基）配列を解析
した。得られた 62,828 配列をクラスタリン
グしたところ、1,000 以上の OTU（operational 
taxonomic unit：系統樹を描く操作上の分類
単位）が取得された。ダイズ根粒菌が属する





734 の OTU は開花期にピークを示し、ラン







菌注 7 が属するBacillus 属（ランク 21、170）、
注 7　植物の根圏から分離される細菌で、植物の生育に良い影響を及ぼす根圏細菌のことを植物生育促進根圏細菌（PGPR: 
Plant Growth-Promoting Rhizobacteria） と よ ぶ。PGPR と し て、Arthrobacter、Bacillus、Pseudomonas、Rizobium、




Rhizobium 属（ ラ ン ク 67）、Streptomyces
属（ ラ ン ク 97）、Enterobacter 属（ ラ ン ク



















































得されるエネルギーは 2.8 kcal である（表）。
その投入エネルギーの 2 大消費は窒素肥料
（32.5%）とガソリン（27.5%）であり、全体


























































































13．Kober MVSá, Enilson LSF, João R J 
& Giongo A （2004） Characterization of 
variants of Bradyrhizobium elkanii  and 
B. japonicum and symbiotic behavior in 
soybeans. Ciência Rural , 34（5）: 1459-
1464. 
14．Kuykendall LD, Saxena B, Devine TE 
& Udell SE （1992） Genetic diversity in 
Bradyrhizobium japonicum Jordan 1982 
and a proposal for B . elkanii  sp. nov. 
Canadian Journal of Microbiology 38 （6）: 
501–505.
15．Minamisawa K, Onodera S, Tanimura 
Y, Kobayashi N et al. （1997） Preferential 
nodulation of Glycine max , Glycine soja 
and Macroptilium  atropurpureum  by 
Bradyrhizobium species japonicum and 
elkanii .  FEMS Microbiology Ecology 24: 
49-56. 
16．Sato T, Kato J & Sugawara S （1988） 
Difference of infectivity between two 
similar soybean rhizobial strains and 
immunohistochemical evidence of double 
infection.  Soil Science and Plant Nutrition 
34（2）: 247-254.
17．Sugiyama A, Ueda Y, Takase H & 
Yazaki K （2015） Do soybeans select 
specific species of Bradyrhizobium during 
growth?  Communicative & Integrative 
Biology 8（1）: e992734.
18．Sugiyama A, Ueda Y, Zushi T, Takase 
T & Yazaki  K （2014） Changes in 
the Bacterial Community of Soybean 
Rhizospheres during Growth in the Field. 
PLoS One 9（6）: e100709.
